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(57) Abstract 

The invention relates to a process for the production of magnetic particles forming ferrofluids substituted by ADMS (FFSH). said 
ferrofluids being directly or indirectly couplable by covalent binding to an effector, said process being characterized in that it comprises 
the following additional steps: a) the FFSS are centrifuged before peptidization, in a basic medium, of the flocculate formed during the 
addition of ADMS; b) the FFSS are then reduced by addition of dithiothreitol (DTD at basic pH to form an FFSH mixture; c) the excess 
of DTT is eliminated by flocculation of FFSH at pH2, the FFSH retained by a magnet being then washed and resuspended in a PBS buffer. 

(57) Abrege* 

L'invention conceme un proceed pour Tobtention de particules magndtiques form ant des ferrofluides substitues par I' ADMS (FFSH) 
Iesdits ferrofluides dtant susceptibles d'etre couples directement ou indirectement par liaison covalente a un effecteur, ledit procddd dtant 
caractense" en ce qu'il comprend les 6tapes additionnelles suivantes: a) les FFSS sont centrifuges avant peptidisation, en milieu basique du 
floculat formd lors de l'addition d'ADMS; b) les FFSS sont ensuite rtduits par addition de dithiothrfitol (DTT) a pH basique pour former 
un mdlange FFSH; c) Texces de DTT est dlimind apres floculation du FFSH a pH2, les FFSH retenus par un aimant dtant ensuite lavds et 
resuspendus dans un tampon PBS. 



VNIQUEMENT A TTTRE D 'INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant 
des demandes internationales en verm du PCT. 



AT 


Armdnie 


GB 


Roy*mne-Um 


MW 


Malawi 


AT 


Autriche 


GE 


Gforgie 


MX 


Mcxique 


AU 


Austrtlie 


GN 


Guiaee 


NE 


Niger 


BB 


Barbade 


GR 


Grece 


NL 


Pays-Bas 


BE 


Belgique 


HU 


Hongrie 


NO 


Norvege 


BF 


Burkina Fiso 


IE 


iriande 


NZ 


Nouvelle-Ze'lande 


BC 


Bulgarie 


IT 


Italic 


PL 


Pologne 


BJ 


Benin 


JP 


Japon 


PT 


Portugal 


BR 


Brest! 


KE 


Kenya 


RO 


Roumanie 


BY 


Bdlxmx 


KG 


Khghizfrtaa 


RU 


Fedfration de Rimie 


CA 


Canada 


KP 


Republique popaUure democrat iqae 


SO 


Soudan 


CF 


Rdpabiique centrtfrioine 




de Corec 


SE 


Suede 


CG 


Congo 


KR 


Repabtiqne de Corfe 


SG 


Singspour 


CH 


Suisse 


KZ 


Kazakhstan 


SI 


Slovenie 


a 


Cote d'Fvoirc 


U 


Liechtenstein 


SK 


Slovaquie 


CM 


Cameroun 


LK 


Sri Lanka 


SN 


Senegal 


CN 


Chine 


LR 


Liberia 


sz 


Swaziland 


cs 


Tchecoslovaauie 


LT 


Umanie 


TO 


Tchad 


cz 


Republique tcheque 


LU 


Luxembourg 


TC 


Togo 


DE 


Allemagne 


LV 


Lettonte 


TJ 


Tadjikistan 


DK 


Daneniarfc 


MC 


Monaco 


TT 


Trinft£-et-Tobago 


EE 


Eaorrie 


MD 


Republique de MokJovi 


UA 


Ukraine 


ES 


Espagne 


MG 


Madagascar 


UG 


Ouganda 


FX 


Ftnlande 


ML 


Mali 


US 


Etats-Unis d'Amenque 


FR 


France 


MN 


Mongol ie 


UZ 


Ouzbekistan 


GA 


Gabon 


MR 


Mauritanie 


VN 


Viet Ham 



WO 97/01760 




PCT/FR96/00964 



1 



NANOPARTICULES MAGNETIQUES COUPLEES A DE L'ANNEXINE ET 
LEUR UTILISATION. 

La presents invention est relative a un nouveau moyen permettant 
5 de differencier et/ou separer des elements d'un melange complexe, 
notamment des cellules, plus particulierement encore des globules rouges, 
et presentant a leur surface un recepteur spectfique d'un effecteur couple a 
des particules magnetiques. La complexation en surface des particules par 
I'acide dimercaptosuccinique (ADMS) de formule HOOC-CHSH-CHSH- 
10 COOH permet I'obtention d'un ferrofluide stable en milieu aqueux. 
L'invention porte egalement sur un perfectionnement du precede de 
preparation de ces ferrofluides traites par I'ADMS, rendant ces derniers 
susceptibles d'etre utilises dans un precede de differentiation ou de 
separation de cellules ou de molecules. 
15 Dans ce qui suit, le terme c effecteur », ou « ligand » signifie toute 

molecule ou macromolecule libre ou liee a une structure qui le contient ou 
qui le porte, et capable de former un complexe d'affinite avec une autre 
molecule ou macromolecule, directement ou indirectement. 

Dans ce qui suit egalement, les numeros entre parenthese renvoient 
20 aux references bibliographiques en fin de description. 

Les applications biomedicales des solutions colloTdales de 
particules magnetiques, ou ferrofluides, se sont developpees 
essentiellement dans trots directions : 

- I'imagerie (IRM) en tant qu'agents de contraste (1, 2, 3), 

25 - la separation magnetique de cellules, organites ou molecules biologiques 
variees (4, 5, 6, 7, 8, 9) 

- la destruction de cellules cibles par creation d'une hyperthermie locale 
sous champ magnetique pulse (10). 

Les particules magnetiques les plus utilisees sont les ferrites 
30 MFejO* (dont la magnetite Fe 3 0 4 )et la maghemite y FeaOj. Pour obtenir 
des solutions colloidal s stables nmilieuphysiologiqu.il stn'cessaire 
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de conditionner la surface d s particul s. Le plus souv nt, 1 s particul s 
sont enrobees de macromolecules telles que des carbohydrates comme le 
dextran (10, 12, 1), des proteines comme I'aibumine (5,8) ou des 
polymeres de synthase comme les methacrylates et les organosilanes (7, 
5 9, 13). Cependant, comme I'indique Groman, le recouvrement des 
particules par des macromolecules de grande masse moleculaire ne 
permet pas I'obtention de sols stables a long terme. Les macromolecules 
se separent des particules qui s'aggregent alors progressivement. D'autres 
modes de conditionnement de la surface des particules ont ete proposes 
10 tels que ('utilisation de molecules de faible masse moleculaire contenant 
des groupements complexants tels que des phosphates, phosponates et 
carboxylates (2). Tout particulierement, les acides polycarboxyliques 
hydroxy les tels que les acides citriques et tartriques et les acides 
polycarboxyliques poss6dant des groupements thiols comme I'acide 
15 dimercaptosuccinique (ADMS), se complexent avec les atomes superficiels 
de fer (III) (14). Chacune de ces mol6cules complexantes est liee a un ou 
plusieurs sites superficiels des particules. Les sols aqueux ainsi obtenus 
sont tr&s stables dans des conditions physiologiques. 

Dans beaucoup duplications biom6dicales des particules 
20 magn6tiques, il est necessaire de coupler ces demferes a une proteine 
specifique. Ainsi, dans le cas du tri cellulaire sous champ magnetique, les 
particules doivent pouvoir se lier sp6cifiquement aux cellules cibles. Cette 
reconnaissance est souvent assuree par la formation tfun complexe 
antigene-anticorps entre un antigene de surface de la cellule cible et un 
25 anticorps Ii6 aux particules. La proteine peut §tre soit adsorbee 
directement a la surface des particules (4) soit liee par covalence (5,7, 13). 
L'utiiisation de composes intermediaires bifonctionnels tels que le N- 
Succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)-propionate (SPDP) (8, 14) permet de lier 
fortement un anticorps a une particule par une liaison peptidique et un pont 
30 disulfure, sans alteration de la proteine ni de ses proprietes antigeniques 
(15). 
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Le brevet francais n° 2 662 539 (14) decrivait un precede 
d'obtention de supports magnetiques finement divises par modification 
contr6lee de particules chargees de ferrofluide precurseur, comprenant 
une etape de traitement avec un agent capable de modifier la nature de la 
5 surface desdites particules, et de maniere a les rendre stables dans des 
solvants polaires ou non polaires, dans des gammes de pH etendues et a 
leur conferer une reactivite chimique ou biologique. Un exemple d'une telle 
modification est un ferrofluide a base d'ADMS permettant de rendre 
disponibles et reactifs a la surface de ces dits ferrofluides substitues des 
10 groupes thiols ; cependant dans les conditions de pH et de force ionique 
habituelles, ces groupes thiols ont tendance a s'oxyder et a former des 
ponts disulfures rendant ces ferrofluides mat adaptes a une utilisation 
comme constituants d'un effecteur magnetique. 

Une utilisation, notamment pour differencier et/ou separer des 
15 cellules presentant a leur surface un recepteur d'un ligand signal d'une 
propriete ou d'un etat physiologique particulier, rendait necessaire le 
perfectionnement des ferrofluides du brevet 2 662 539 (14) de telle facon 
que des ponts disulfure ne limitent pas le couplage ; Un tel 
perfectionnement permettant alors de produire des complexes ferrofluides 
20 ADMS couples de facon covalente aux dits effecteurs puis de les utiliser 
comme moyen de differentiation et de separation des complexes ou 
cellules portant le cas echeant le recepteur dudit effecteur. 

Les couples d'affinites effecteurs/recepteurs sont multiples et 
I'invention telle que decrite ci-dessous pourra etre par I'homme du metier 
25 aisement appliquee aux couples de recepteurs qui I'interesseront, mais 
egalement aux autres paires d'affmite tels les couples anticorps/antigenes, 
lectines/polysaccharides, biotine/avidine, acides nucleiques (brins + et -), 
etc... a partir du moment ou I'effecteur peut etre coupl§ aux particules par 
I'intermediaire d'un reactif bifonctionnel comportant ou non des residus 
30 thiols dont I'une des fonctions permet la liaison a I'effecteur et dont I'autre 
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fonction est capable de former des liaisons S-S, C-S, C-C ou C-N avec 
I'ADMS. 

Une application particuiiere de ('utilisation du ferrofluide couple a un 
effecteur est ('utilisation comme effecteur d'une annexine, comme 
5 I'annexine V, qui presente une affinite particuiiere. en presence d'ions 
calcium, pour ies phospholipides anioniques, comme la phosphatidylserine 
(PS) et dans, une moindre mesure, la phosphatidylethanolamine (PE). Ces 
composes des membranes plasmiques sont essentiellement localises dans 
le feuillet interne des membranes contrairement a d'autres composes type 
10 phosphatidyl choline et sphingomyeline qui sont au contraire 
majoritairement localises dans le feuillet exteme des membranes 
plasmiques. Les membranes cellulaires presentent une asymetrie telle que 
quand la membrane est saine, les phosphatidyl serines et une partie des 
phosphatidylethalnolamines residant sur le feuillet interne sont 
is inaccessibles alors que quand ies membranes sont perturbees, il y a une 
une localisation aleatoire de ces memes phospholipides. Par voie de 
consequence ceux qui sont localises dans le feuillet interne des 
membranes deviennent accessibles sur les cellules entieres et en 
particulier la phosphatidyl serine devient accessible a un couplage par une 
20 annexine comme I'annexine V ou attaquable par une phospholipase 
exterieure. Cette perturbation peut etre due a une inflammation, a une 
apoptose (16), a des reactions autoimmunes (17), a une anemie falciforme 
(18, 19) , ou a un etat pathologique ou infectieux de I'individu (19, 22), ou 
simplement a un vieillissement excessif des cellules et notamment des 
25 cellules sanguines pendant leur conservation in vitro (23). On croit que la 
presence de phosphatidylserine dans le feuillet externe de la membrane 
plasmatique constitue un signal pour ('elimination de la cellule par le 
systeme immunitaire (24, 25). 

La demande de brevet WO 91/09628 est relative a I'utilisation de 
30 polypeptides anticoagulants de la famille des annexines munis d'un 
marqueur et ces ann xines ou VAC (vascular anticoagulant protein) 
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marquees sont utilise s comme moyen de differencier les phosphatidyl 
serines des phosphatidyl cholines et de diagnostiquer ainsi un etat 
prethrombotique par la presence d'un couplage de I'annexine aux cellules 
presentant un phosphatidyl serine de maniere accessible. 
5 Les annexines sont un groupe de proteines homologues, de 35 a 45 

k daltons, qui sont trouvees dans tous les mammiferes a differents stades 
de developpement ainsi que dans d'autres vertebres tels les arthropodes, 
les slime moulds (26), les levures, les eponges, les champignons, 
protozoaires, plantes et bacteries (27, 28). Toutes les cellules de 
10 mammiferes, hormis les erythrocytes, produisent un annexine comme 
I'annexine V. La structure des annexines et leurs proprtetes sont decrites 
dans des revues (28, 29). Ces proteines ont et£ sequencees et certaines 
d'entre elles sont disponibles comme proteines recombinantes (27). 
Comme expose plus haut, les membranes cellulaires qui ont ete 
15 endommagees par un quelconque mecanisme presentent une capacite 
accrue a Her les annexines ; cela peut etre observe par exemple en 
comparant des Erythrocytes frais aux erythrocytes qui ont subi un temps de 
stockage relativement long. Dans la mesure ou cette augmentation de 
capacite de liaison a I'annexine est le reflet d'une anomalie, la mesure de 
20 la capacite de couplage a I'annexine par les erythrocytes s'avere etre un 
outil important pour le contrdle de qualite du sang a utiliser dans les 
transfusions sanguines. 

La selection du sang pour la transfusion est faite essentiellement 
par trois criteres : la compatibilite immunologique du donneur et du 
25 receveur, I'absence de contamination virale ou parasitaire et I'absence de 
pathologie chez le donneur. Des tests adequats ont ete developpes pour , 
verifier les groupes sanguins et les contaminations virales ou parasitaires 
eventuelles ; I'etat sanitaire du donneur est evalue par simple 
interrogatoire. II est interessant cependant de noter que rien n'existe pour 
30 contr6ler la degradation du sang pendant sa conservation sachant que des 
sangs individuels p uvent vi illir ads vitess s differentes. Un autre 
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probleme potentiel qui peut se poser dans la selection du sang 
transfusionnel est ceiui de son contrdle quand nombre de virus ou d'agents 
pathogenes sont encore inconnus et done indetectabies. 

Un moyen, tel que propos6 dans la presente invention, qui a 
5 I'avantage d'§tre simple d'utilisation, permet de discriminer les cellules 
susceptibles de se coupler aux annexines, en particulier d I'annexine V, en 
presence de calcium et presentant un 6tat membranaire perturbe, des 
cellules normales du m6lange et tfen d6terminer leur importance. 

La pr6sente invention est un proc6de perfectionne pour I'obtention 

10 de particules magn6tiques complexes par I'ADMS, fomnant des 
ferrofluides apppel6s FFSH, tesdits ferrofluides 6tant susceptibles d'dtre 
couptes directement ou indirectement par liaisons covalentes £ un 
effecteur permettant de former des complexes covaients FFSH-effecteurs, 
ledit proc6de comprenant les etapes additionnelles suivantes par rapport 

15 au proc§d6 d6crit dans le brevet frangais 2 662 539 : 

a) les FFSS, qui sont constitues de particules associees aux produits 
d'oxydation de I'ADMS, sont centrifuges avant peptidisation du floculat 
form6 lors de Taddition du ligand, 

b) les FFSS sont ensuite r6duits par addition de dithiothreitol (DTT) f qui 
20 coupe les ponts disulfure et regenere I'ADMS, a pH basique, pour former 

FFSH ( 

c) l exces de DTT est elimine par floatation des FFSH a pH 2, les FFSH 
retenus sur un aimant 6tant ensuite laves et resuspendus dans un tampon 
neutre, par exemple un tampon PBS. 

25 ^invention porte 6galement sur le proc6de pour I'obtention des particules 
magnetiques substituees a I'ADMS (FFD) coupiees de fapon covalente a 
un effecteur et qui comprend les etapes suivantes : 
a) Obtention d'effecteurs pr6sentant des groupements thiols accessibles : 
Pour que I'effecteur puisse former des liaisons covalentes avec les 

30 groupements thiols des FFSS ou des FFSH, il doit lui-meme comporter des 
groupements thiols. Soit la macromolecul II -m&me comport ces dtts 
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residus, soit its sont g^neres de fapon covalente par couplage a un reactif 
bifonctionnel, lequel reactif doit lui-meme posseder ces residus aptes a 
reagir avsc les groupements SH de I'ADMS et une deuxieme fonction 
reactive apte a former des liaisons covalentes avec I'effecteur Iui-m6me. 
5 Un reactif bifonctionnel qui pourrait Stre utilise dans ce cadre est SPDP, 
qui outre une liaison avec un groupement thiol est capable de former une 
liaison avec des amines primaires ; mais on peut citer 6galement le N- 
Succinimidyl S-Acetylthioac6tate (SATA), le succinimidyl bromo acetate ou 
le carboxydiimide, les maleimides, et les deriv6s chlores des alkyl ou aryl 

10 sulfonyl (tresyl, tosyl, etc.). Le r6actif bifonctionnel, par exemple le SPDP 
est ajoute a I'effecteur dans un solvant anhydre (par exemple le 1 -methyl 
2-pyrrolidone) et incube pendant 2 heures a temperature ambiante. 
L'exces de SPDP est elimine par filtration sur gel ou par dialyse. 
b) Couplage de I'effecteur a FFSH : 

is L'effecteur presentant des groupements pouvant agir avec des thiols soit 
directement soit indirectement par couplage avec le reactif bifonctionnel 
dans les conditions decrites ci-dessus est incub6 en presence de 
ferrofluides trails par I'ADMS et reduit par le DTT (FFSH) selon le 
proc6d6 decrit plus haut, formant ainsi un complexe covalent effecteur- 

20 FFSH ; par complexe covalent on entend que la covalence reside dans la 
liaison au niveau des groupes thiols, par formation de ponts S-S entre les 
residus SH de I'ADMS et les residus SH ou ester sutfonique de I'effecteur 
natif ou substitu§ par le reactif bifonctionnel ; il peut arriver que des 
groupements thiols ou autres des FFSH n'aient pas reagi dans les Stapes 

25 precedentes, et le cas echeant ces groupements sont masques par un 
traitement a saturation par de la serum albumine qui les rend, apres 
formation du complexe effecteur-FFSH (ou ceux liant I'effecteur aux 
particules a travers un autre agent bifonctionnel) inaptes a reagir avec un 
autre reactif. 

30 Les complexes covalents obtenus effecteurs-FFSH (ou ceux liant 

I'effecteur aux particul s a travers un autre agent bifonctionn I) sont ainsi 
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capables de former des complexes d'affinites avec des recepteurs ou des 
moittes de paires d affinites susceptibles de se coupler a reffecteur, et la 
proprtete magn6tique de ces complexes peut 6tre utilisee pour discriminer, 
mesurer et/ou separer les effecteurs-FFSH ayant reagi, de ceux n'ayant 
s pas r6agi. 

Line telle separation est particulferement interessante lorsque Ton 
souhaite separer des categories de cellules qui different par la nature d'un 
recepteur £ la surface de ces demieres ; en effet les methodes de 
separation existantes sont souvent traumatisantes pour les cellules et les 

10 separations que Ton peut appliquer aux macromotecules, notamment les 
chromatographies d'affinites, sont peu pratiques pour les separations de 
cellules. L'homme du metier sait dans quel cas il est particulierement 
interessant de separer une cat6gorie particuliere de cellules dans un 
melange complexe ; on peut citer a titre d'exemples les plus iliustratifs les 

15 cellules souches de la moelle osseuse pour traiter ex vivo et les reinjecter 
a des patients pour les traiter par tterapie genique, ou encore certaines 
categories de lymphocytes, recolter les plaquettes n'ayant pas et£ 
activees, et de fa?on plus generate toutes cellules que Ton souhaite 
separer ou eliminer par exemple suite a une infection virale pour reinjecter 

20 ensuite le « pool * cellulaire de manidre homologue ou autologue & des 
individus. 

Dans cet esprit, il existe une categorie de cellules qu'il est 
extremement difficile de discriminer : ce sont les erythrocytes ou globules 
rouges qui proviennent d'individus malades ou infect6s ou encore qui se 

25 sont degrades suite a un temps de conservation in vitro trop important. Le 
contrdle de qualite des globules rouges, ou des concentres globulaires 
reste aujourd'hui un probleme majeur de la therapeutique transfusionnelle, 
un doute subsistant toujours quant a la qualite sanitaire des globules 
rouges qui sont injectes aux patients dans la mesure ou une infection trop 

30 recente n'est pas detectable par les moyens de diagnostics classiques, 
que Ton est incapable de detecter des infections par d s pathog'nes 
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inconnus, et que Ton ne peut se permettre d prolonger le stockage des 
poches de sang sous peine de d§teriorer un certain nombre de cellules 
sanguines. 

II a 6t6 dit plus haut que les membranes cellulaires et notamment 
5 les membranes cellulaires des globules rouges sont endommagees ou 
perturbees suite d differentes pathologies ou d leur vieillissement, voire 
1'interruption de la chaine du froid, une telle perturbation conferant aux 
cellules une capacite de liaison aux annexines. 

[.'invention porte 6galement sur un proced6 pour Tobtention des 
- 10 particules magnetiques formant des ferrofluides, complex6s par I'ADMS de 
fapon £ pouvoir etre couptes a une annexine. Des groupements thiols 
peuvent Stre g§n6res par couplage covalent des annexines au SPDP. 
Dans le proc6d6 de I'invention et pour former des complexes FFSH- 
annexines, appeles AnxFF, le rapport entre les FFDTT et I'annexine-SPDP 
is est compris entre 30 et 120pg et de pref6rence entre 30 et 60 pg pour 1 ml 
de FFSH. 

(.'invention porte §galement sur des particules de ferrofluides 
complexees par I'ADMS et trait§es par le DTT par un proc6d§ tel que 
decrit plus haut, ainsi que sur des particules de ferrofluides couplees de 

20 fa?on covalente par I'interm6diaire de ponts disulfures entre I'ADMS et les 
effecteurs, lesquels complexes sont obtenus par le proced6 decrit ch 
dessus. Un mode de realisation pr6fere de ces complexes sont des 
particules de ferrofluides couplees a une annexine. 

Dans ce qui precede et ce qui suit, nous parlerons indifferemment 

25 de particules effecteur-FF, effecteur-FFSH, de complexes FF ou FFD- 
effecteur et quand I'effecteur est une annexine ou un peptide actif derive 
de I'annexine comme par exemple le peptide N-ac6tyl-lipocortine i d6riv6 
de Tannexine I (30), d'Anx FF; et dans tous les cas ils sont complexes par 
I'ADMS puis traites par le DTT selon le perfectionnement de ('invention et 

30 couples par un agent bifonctionnel. 
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La presente inv ntion porte egalement sur ('utilisation des 
complexes effecteurs-FFSH obtenus par le procede decrit ci-dessus t a la 
differentiation et/ou a la separation des composes portant un recepteur du 
dit effecteur de ceux ne portant pas ledit recepteur. Le recepteur ici est 
5 entendu comme une molecule ou une macromolecule pouvant former un 
complexe d'affinite avec I'effecteur, que cette molecule ou macromolecule 
soit fibre dans un milieu ou integree dans une structure complexe par 
exemple une membrane. 

Dans une utilisation preferee selon I'invention, le ligand est une 
10 annexine, et le recepteur du ligand est la phosphatidyl serine (PS) ou la 
phosphaticlytethanolamine (PE), phospholipides susceptibles, en presence 
de Ca 2 *, de se lier au complexe Anx FF aprfes perturbation des structures 
membranaires ; dans ce cas I'utilrsation selon I'invention permet de 
differencier et/ou de s6parer les cellules presentant un etat anormal - et 
15 done capable de se lier au Anx FF en presence d'ions calcium- des 
cellules saines incapables de lier ces particules. 

Dans Tutilisation de I'invention, les particules des Anx FF ont une 
taille comprise entre 3 et 30 nm et de preference entre 5 et 15 nm. 

Comme il a ete dit plus haut. le controle des erythrocytes avant une 
20 transfusion sanguine ou une injection d'un culot globulaire continue de 
poser un probleme de s6curite sanitaire desdites cellules. Une utilisation 
des particules selon I'invention permet de pallier la carence qui existait 
jusqu'alors : sur un sang total ou sur un concentre globulaire, il est 
possible aujourd'hui d'envisager de detecter la presence d'erythrocytes 
25 presentant un etat physiologique anormal du a un vieillissement excessif 
ou 6tant le reflet d'un etat pathologique de Thomme et t selon ce que I'on 
souhaite, separer ces cellules anormales des cellules saines ou 
simplement contrdler un pr6levement avant une eventuelle transfusion ; les 
particules de I'invention peuvent enfin Stre utilisees dans un processus 
30 ^identification d'un eventuel 6tat pathologique, comme 6tape preliminaire 
avant une identification plus poussee par d'autres moyens connus de 
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I'homme du metier ; il p ut s'agir par example de la presence d'une 
reaction inflammatoire, de reactions auto-immunes ou d'une perturbation 
dans la cascade de la coagulation. Les complexes annexines-ferrofluides 
(Anx FF) peuvent egalement etre utilises pour un contrdle de qualite des 
5 lymphocytes et des plaquettes avant une utilisation de ces cellules a des 
fins therapeutiques par exemple. 

Des observations recentes (22) ont montre que I'oxyde nitrique 
synthetase est inhibee par les phosphatidyl serines secretees ou exposees 
a la surface des cellules ; dans ce contexte, les particules Anx FF de 

10 Tinvention peuvent etre utilisees a la fabrication d'un medicament destine a 
traiter les deficiences immunitaires induites par les virus ou les parasites. 

L'invention porte egalement sur une methode pour differencier et/ou 
separer des cellules presentant un etat physiologique ou pathologique 
anormal et se manifestant par la presence d'un recepteur a I'annexine, 

15 notamment la phosphatidyl serine, a leur surface, ladite methode 
comprenant : 

a) un couplage des particules Anx FF obtenu par un precede decrit ci- 
dessus et explicite dans les exemples ci-apres, aux cellules en presence 
d'ions calcium ; 

20 b) la separation des cellules couplees aux Anx FF des cellules non 
couplees par ('utilisation d'un champ magnetique, 

c) le comptage ou revaluation des cellules s'etant couplees aux Anx FF, 

d) revaluation de la proportion des cellules saines etant realisee par la 
mesure du rapport entre les cellules n'ayant pas reagi avec les Anx FF au 

25 nombre total de cellules. 

Cette methode de l'invention est appliquee de facon preferee aux 
erythrocytes ; dans cette methode, les ions calcium sont apportes par le 
CaCI 2 a une concentration comprise entre 0,5 et 5 mM. 

Le coeur de ce disposittf de differenciation et/ou de separation est la 
30 propriete magnetique des particules Anx FF ; l'invention porte egalement 
sur un dispositif perm ttant cette differenciation et/ou cette s'paration qui 
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utiliserait cette propriete ; ie dispositif selon I'invention comprend au 
moins : 

a) un electroaimant, 

b) une pompe, 

5 c) un moyen d'amener I'echantilion, 

d) un moyen d'amener le tampon contenant les ions Ca**, 

e) un moyen d'amener le tampon de lavage, 

f) des valves permettant de contrdler les passages des differents fluides 
cites en c), d) et e). 

10 Les exemples ci-dessous ainsi que les differentes figures illustrent 

I'invention sans pour autant lui conferer aucun caractere limitatif. 
Leoende des figures 

Figure 1 : dispositif automatique de triage des globules rouges ou une 
autre cible retenue par Anx FF. 
is Figure 2 : influence des cations Ca 2 * sur le couplage de I'Anx FF avec les 
erythrocytes. 

Figure 3 : Evolution du couplage des erythrocytes avec Anx FF au cours 
du stockage in vitro. 

Figure 4 : Taux de retention des erythrocytes par Anx FF en fonction du 
20 nombre de cellules utilisees dans le test 

Figure 5 : Taux de retention des erytrhocytes en fonction de la quantite 

d'Anx FF utilisee dans le test. 

Exemple 1 : preparation des ferrofluides ADMS fFFRH) 

Le ferrofluide de depart est un ferrofluide nitrique synthetise selon la 
25 methode du brevet Francais 2 662 539. II est consitue de nanoparticules 

de maghemite yFejOs d'un diametre compris entre 3 et 30 nm (diametre 

moyen : 9nm) chargees positivement en surface en milieu acide (pH <6) ou 

negativement en milieu basique (pH >10). 

L'obtention d'un sol stable vers pH 7-8 pour realiser un couplage en phase 
to iiquide homogene dans des conditions non denaturantes pour les 
proteines (ici I'ann xine) ou autres molecul s biologiqu s se fait par 
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compl xation des fer de surface par I'ADMS. Les groupements thiols libres 
permettent la formation de liaison S-S avec le SPDP prealablement fixe a 
la proteine par liaison peptidique. 

1ere etape : 5cm 3 de ferrofluide nitrique ([Fe] = 1 mol.r 1 ) sont ajoutes a 250 
5 cm 3 d'une solution d'ADMS 10* mol.r 1 dans I'eau distillee degazee. Le 
rapport (ADMS] /[Fe] est de 0,05. II y a floculation et apres 30 minutes le 
pH est voisin de 4,5. 

2eme etape : I'exces d'ADMS est elimine par centrifugation : 10 minutes a 
3000 t/mn. 

10 3eme etape : le floculat est peptise par une solution de soude 0,1 mol.r 1 
jusqu'a pH 11. II se forme un sol stable entre pH 3 et 11. Le volume est 
ajuste a 50 cm 5 et le pH a 7 par une solution diluee de HCI. Ce ferrofluide- 
ADMS ([Fe] = 10" 1 mol.r 1 ) est stable dans le temps et sen de solution mere 
pour ses applications ulterieures. 
is 4eme etape : Avant couplage a la proteine-SPDP, 1 cm 3 du ferrofluide 
precedent est additlonne de 1cm 3 d'une solution aqueuse de DTT a 10* 
mol.r 1 vers pH9. On laisse incuber 1 heure, puis le melange est flocule par 
addition de HCI 0, 1 mol.r' jusqu'a pH=2. Apres centrifugation 10 minutes 
a 5000 t/mn le floculat est peptise par une solution de PBS (0,1 molJ 1 ) et 

20 le pH est ajuste a 7.4. Cette sequence precipitation-peptisation est 
recommencee deuxfois pour eliminer totalement I'exces de DTT et I'ADMS 
eventuellement libere lors de la coupure des ponts disurfure. Lors de la 
derniere peptisation le volume de PBS est adapte a la concentration 
desiree pour le ferrofluide avant son couplage par incubation directe avec 

25 la proteine-SPDP. 

Exemple 2 : preparation du complete ferrofluide-annAvinA 
1) Le ferrofluide est traite a I'acide dimercaptosuccinique (ADMS) et reduit 
par le dithiothreitol a pH 9.2 et a temperature ordinaire (FFSH). Apres 
floculation de FFSH a pH2 et centrifugation, le sumageant, contenant 

30 I'exces de DTT est elimine, le floculat retenu par un aimant est lave puis 
disperse dans un tampon phosphate (PBS). Les groupem nts thiol du 
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FFSH sont doses par le reactif d'Ellman (acide 5,5 , -dithio-bis(2- 
nitrobenzoTque) (31), avec des modifications mineures pour eliminer 
['interference des particules de ferrofluides dans la lecture au 
spectrophotometre. 

2) On fait reagir une annexine, ici I'annexine recombinante V, avec du 
SPDP en milieu PBS, le SPDP etant en exces par rapport a I'annexine (2,5 
moles de SPDP par mole d'annexine). Le SPDP est dissous dans un 
solvant anhydre, 1-methyl-2-pyrrolidone, puis ajoute a I'annexine en milieu 
acqueux; On laisse le melange incuber a la temperature ambiante. 
L'annexine-SPDP est obtenue, et le SPDP en exces est hydrolyse 
spontanement. 

3) Differentes quantites d'annexine SPDP sont incubees avec les FFSH 
pendant 2 heures a temperature ambiante, le rapport optimal entre les 
deux composants etant determine experimentalement par exemple par la 

15 mesure du changement de la mobilite electrophoretique des particules en 
solution en utilisant I'effet Doppler. Dans ce cas la mobilite 
electrophoretique du complexe Anx FF est comparee a celle des FFSH ; 
une autre methode est la determination de I'activite enzymatique ou d'une 
autre propriete fonctionnelle de I'effecteur, telle que son affinite pour un 
anticorps. ou la capacite de former un complexe d'affinite avec des 
anticorps d'un complexe peroxydase/proteine A immobilise sur les 
particules, et la determination de I'activite peroxydase. Une activite 
optimale est obtenue par la fixation de 1,5 a 2 ug d'annexine sur 1 ml de 
FFSH comme I'a montre I'utilisation des methodes precitees. 
25 4) L'ADMS qui n'a pas reagi avec I'effecteur ainsi que d'autres sites 
potentiellement reactifs sur les particules de ferrofluides sont masques par 
saturation avec 1% de BSA (pour bovine serum albumine) dans 50 mM de 
tampon NaHCOs et pH 9.6 pour donner les Anx FF. Dans certains cas 
d'autres proteines telle la serum albumine humaine peuvent etre plus 
appropriees. Une attention particuliere est apportee afin d'eviter une 
floculation resultant d'un exces de saturation. 
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Exempts 3 : couplaoe des Anx FF aux cellules 
Un mode de realisation du couplage de Anx FF aux erythrocytes est de 
melanger : 

- 30ul d'une suspension d'erythrocytes a 30%, 

- 30ul d'Anx FF, 
-6uldeCaCI 2 a125mM, 
-7,5 pi de BSAa4%, 

- 256 ul de tampon. 

Le melange reactionnel est incube pendant 30mn a 37C 4 puis dilue avec 
6ml de tampon TRIS additionne de BSA a 0,1% et de 5mM de DTT. 

Exemple 4 : Separa tion des cellules retenues par Anx FF des 
cellules non retenims 

Cette separation est realisee par un appareil automatique dont un exemple 
donne dans la figure 1 est le suivant : un tube en tygon est place dans un 
champ magnetique et connecte a differents reservoirs via des 
electrovannes. Le champ electromagnetique est active et le melange 
reactionnel decrit dans I'exemple 3 ci-dessus est, apres une incubation a 
37°C, introduit dans le tube par I'activation de la vanne appropriee et 
traverse le champ magnetique avec un debit de 120 ml par heure, et 
20 I'effluant est collecte. 

Une vanne controlant un reservoir de lavage est activee et 15 ml de 
tampon traversent le tube. Le tampon de lavage est recolte au meme 
niveau que I'effluant constitue de cellules non retenues par les Anx FF. 

Les cellules retenues par les Anx FF sont eluees du tube en 
coupant le champ magnetique et en recoltant les cellules retenues dans 8 
ml de tampon. Les cellules retenues et non retenues sont concentrees par 
une centrifugation a 3000 g pendant 7 mn et a 4°C puis comptees avant 
tout traitement ulterieur eventuel ou caracterisation. Une quantmcation des 
recepteurs a I'annexine dans une population cellulaire peut etre faite en 
30 utilisant de I'annexine marquee a I'iode 125. 



25 
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Si on se refere a la figure 1, lors de la premiere etape de lavage avec I'eau 
physiologique les vannes 1 et 4 sont ouvertes, et les vannes 2, 3, 5 et 6 
sont fermees ; la pompe est a son maximum pendant 2 £ 10 minutes puis 
arrtee. 

5 Le tampon est ensuite introduit par le m§me tube (vannes 2 et 4 ouvertes). 
L'echantillon du culot est introduit ayec un dibit de 160 ml/heure, les 
vannes 3 et 5 etant ouvertes (1, 2 ,4 ,6 fermdes). La pompe fonctionne 
entre 3 et 60 secondes puis arretee. 

La fraction non retenue en presence de tampon CaCfe est ensuite collectee 
10 en faisant passer le tampon a un d6bit de 160 ml par heure, les vannes 2 
et 5 tent ouvertes (1 , 3, 4 t 6 fermees). La pompe est actionnee pendant 2 
d 1 0 minutes puis fermee. 

La fraction retenue est obtenue apres lavage avec I'eau physiologique, les 
vannes 1 et 6 tent ouvertes (2. 3, 4, 5 fermees), I'etectroaimant etant 
15 eteint et la pompe actionn6e pendant 2 d 10 minutes. 

Un dernier lavage avec de I'eau physiologique est effectue en ouvrant les 
vannes 1 et 4 (2, 3, 5, 6 fermees) pendant 2 d 10 minutes. 
R6sultats comparatifs 

a) Effets de ions calcium 

20 La figure 2 represente le pourcentage de cellules retenues sur les 
particules Anx FF en fonction de la presence ou de I'absence de CaCI 2 . On 
voit que 44% des cellules sont retenues en presence d'ions calcium alors 
que 8% seulement sont retenues en absence d'ions calcium. 

b) Effet de rape des erythrocytes. 

25 La figure 3 represente le pourcentage ^erythrocytes lies aux Anx FF en 
fonction du temps de conservation in vitro des globules rouges, il est clair 
que ce pourcentage augmente de fa?on logarithmique en fonction du 
temps de stockage indiquant une deterioration croissante des membranes 
desdits globules rouges. Une semaine de stockage conduit a 22% de 

30 couplage, un mois a 30% et trois mois a 42%. 
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Chez ia souris un stockage de 24 heur s entraine deja un couplage de 
13% alors que aucune liaison n'est observee avec du sang fraichement 
collecte. 

c) Effet de la concentrati on en erythrocytes sur la separation des 
5 complexes erythrocytes . Anx FF. 

Cet effet est represents sur la figure 4, qui montre que le resultat obtenu 
est independant de la concentration en globules rouges dans la solution : 
dans les conditions utilisees, entre 20 et 24% des cellules sont retenues 
quelle que soit la concentration utilisee. 
10 d) Effet des differentes doses de FFSH-annexine sur la retention Has 
erythrocytes. 

La figure 5 represente le pourcentage de globules rouges retenu sur les 
Anx FF en presence de 20 pi ou 30 ul de FFSH-annexine. On voit que 20 
Ml d'Anx FF sont suffisants pour obtenir une retention maximale a partir 
15 d'une population erythrocytaire jeune, tandis que 30ul sont necessaires 
pour des erythrocytes ages. 

f) Relation entre le cou olaoe Anx FF des Erythrocytes et VAtat 
phvsiolooioue ou patholooin ue de ces mfeme globules rouges 
Le tableau ci-dessous indique les resultats obtenus individuellement sur 
20 des prelevements contrdles effectues par I'Agence Francaise du Sang. 
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La moyenne de retention des globules rouges aux Anx FFest de 10,7 plus 
ou moins 5.9. Les resultats portes dans les quatre demieres colonnes 
5 concernent des prelevements sanguins de sujets s'etant presente dans 
des laboratoires d'analyse medicale. Les echantillons nous ont ete 
attribute en preservant I'anonymat des sujets. Seule la vitesse de 
sedimentation (VS) nous etait connue. Les resultats portes dans la 
deuxieme colonne montrent un taux de retention moyennement elevee 

10 chez des sujets a VS normale dont la pathologie nous est restee inconnue. 
Les resultats portes dans la cinquieme colonne concernent des sujets a VS 
egalement normale, mais presentant un taux de retention nettement plus 
eleve, pour lesquels la pathologie a pu etre identifiee apres enquete : un 
cas de carcinome (le sujet etant sous chimiotherapie), un cas de 

15 rhumatisme deformant et un cas de debut de rhinopharingite. Les resultats 
portes dans les troisieme et quatrieme colonnes concernent des 
echantillons sanguins a VS elevee de sujets presentant une pathologie 
connue (troisiem colonne) ou inconnue (quatri'm colonne). Ces 
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resultats indiquent bien qu'un pourcentage de retention anormalement 
6leve au Anx FF est le reflet d'un etat physiologique ou pathologique qui 
doit conduire le transfuseur a rejeter le lot de globules rouges a des fins 
transfusionnelles. 
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REVENDICATIONS 

5 1. Precede pour I'obtention de particules magnetiques formant des 

ferrofluides substitues par I'ADMS (FFSH), lesdits ferrofluides etant 
susceptibles d'etre couples directement ou indirectement par liaison 
covalente a un effecteur, ledit precede etant caracterise en ce qu'il 
comprend les Stapes additionnelles suivantes : 
10 a) les FFSS sont centrifuges avant peptidisation, en milieu basique, du 
floculat forme lors de ('addition d'ADMS, 

b) les FFSS sont ensuite reduits par addition de drthiothreitol (DTT) a pH 
basique pour former un melange FFSH, 

c) I'exces de DTT est elimine apres floculation du FFSH a pH2, les FFSH 
15 retenus par un aimant etant ensuite laves et resuspendus dans un tampon 

PBS. 

2. Precede pour I'obtention de particules magnetiques formant des 
ferrofluides, couplees a un effecteur, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins les etapes suivantes : 
20 a) I'effecteur est le cas echeant couple de facon covalente a un reactif 
brfonctionnel ayant des fonctions capables, apres couplage du reactif a 
I'effecteur, de former une liaison S-S, C-S, C-C ou C-N. 

b) I'effecteur presentant des groupements thiols soit directement soit apres 
couplage par un reactif bifonctionnel comme decrit en a) est incube en 

25 presence de ferrofluides traites par I'ADMS et par le DTT (FFSH) selon un 
precede selon la revendication 1, formant ainsi un complexe covaient 
effecteur-FFSH, 

c) le cas echeant, les groupements des FFSH n'ayant pas reagi dans les 
etapes precedentes sont masques par un traitement a saturation par de la 

30 Serum albumine. 
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3. Procede selon ia revendication 2 caracterise en ce que le iigand 
est une Annexine. 

4. ProcedS selon Tune des revendications 2 ou 3 caracterise en ce 
que le reactif bifonctionnel est le SPDP. 

5 5. Procede selon I'une des revendications 2 a 4 caracterise en ce que 

ie rapport molaire entre les FFSH et Teffecteur lie au reactif bifonctionnel 
est compris entre 1 et 3. 

6. Particules de ferrofluides traitees par I'ADMS et le DTT et reduites 
par le DTT par un procede selon la revendication 1. 
10 7. Particules de ferrofluides couplees a un effecteur obtenu par un 
procede selon Tune des revendications 2 a 5. 

8. Particules selon la revendication 7 caracterisees en ce que 
Teffecteur est une annexine. 

9. Utilisation des particules selon I'une des revendications 7 ou 8 a la 
15 differenciation et/ou a la separation des composes portant un recepteur de 

Teffecteur de ceux ne portant pas ledit recepteur. 

10. Utilisation selon la revendication 9 caracterisee en ce que 
Teffecteur est une annexine, de preference Tannexine V, le recepteur est 
un phospholipide anionique tel la phosphatidylserine (PS), et ia 

20 differenciation et/ou la separation conceme les cellules presentant un etat 
anormal, lukneme reflet d'un etat pathologique ou physiologique de 
Tindividu porteur desdites cellules capabies de se iier aux AnxFF en 
presence d'ions calcium. 

11. Utilisation selon Tune des revendications 9 ou 10 caracterisee en 
25 ce que les particules de TAnx FF ont un diametre compris entre 3 et 30 mn. 

12. Utilisation selon Tune des revendications 9 a 11 caracterisee en 
ce que les cellules sont des erythrocytes et que la differenciation permet : 
a) de detecter la presence d'erythrocytes presentant un etat physiologique 
anormal et/ou de les separer, et/ou 

JO b) de contrdler I'etat sanitaire d'un concentre globulaire avant transfusion, 
et/ou 
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c) d'identifier un ' ventuel processus pathologique. 

13. Methode pour differeneier et/ou separer des cellules presentant 
un etat physiologique ou pathologique anormal et se manifestant par la 
presence d'un recepteur a I'annexine, notamment la phosphatidyl serine 
5 (PS) a leur surface, caracterise en ce qu'elle comprend : 

a) une complexation des particules de ferrofluides a une annexine par un 
precede selon I'une des revendications 2 a 6 aux. cellules en presence 
d'ions calcium, 

b) la separation des cellules couplees aux Anx FF des cellules non 
10 couplees par un champ magnetique, 

c) le comptage des cellules ayant lie les Anx FF, 

d) revaluation de la proportion des cellules saines etant reaiisee par la 
mesure du rapport entre les cellules n'ayant pas reagi avec I'Anx FF au 
nombre total des cellules. 

15 14. Methode selon la revendication 13 caracterisee en ce que ies 

cellules sont des erythrocytes. 

15. Methode selon la revendication 13 ou 14 caracterisee en ce que 
les ions calcium sont apportes par le CaCI 2 a une concentration comprise 
entre 0,5 et 5 mM. 

20 16. Dispositif permettant la differentiation et/ou la separation des 
composes portant un recepteur du ligand couple aux FFSH caracterise en 
ce qu'il comprend au moins : 

a) un electroaimant, 

b) une pompe, 

25 c) un moyen d'amener I'echantillon. 

d) un moyen d'amener le tampon contenant les ions calcium, 

e) un moyen d'amener les tampons de lavage, 

f) des valves permettant de contrdler les passages de fluides. 
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FIGURE I 
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